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Наиболее важной составляющей разложения гербицидов в почве является деградация поч-
венной микробиотой, которая осуществляется благодаря способности микроорганизмов адапти-
ровать свои ферментные системы к определенным субстратам и трансформировать их. Биоауг-
ментация является одним из самых экологичных и экономичных методов ремедиации природ-
ных объектов. Однако использование этого способа предусматривает необходимость получения 
всесторонней информации о миграции, кумуляции и превращениях  пестицидов в природных 
средах (динамике), а также факторах, повышающих эффективность целенаправленного приме-
нения бактерий-деструкторов (иммобилизация, внесение дополнительных субстратов). 
В настоящей работе рассмотрены вопросы влияния различных факторов на эффективность 
деградации пестицидов группы сульфонилмочевины в почве. Исследования показали, что ин-
тенсификация процессов деструкции остаточных количеств трибенурон-метила и метсульфурон-
метила в почве и жидкой среде может быть достигнута за счет создания оптимальных условий 
культивирования бактерий-деструкторов, а также при использовании иммобилизованных клеток 
микроорганизмов.  
Ключевые слова: пестициды, иммобилизация, бактерии-деструкторы, трибенурон-метил, 
метсульфурон-метил, экстракция, хроматомасс-спектрометрия. 
O. S. Ignatovets, V. N. Leontiev, A. V. Martsul, T. I. Akhramovich 
Belarusian State Technological University 
THE WAYS TO INCREASE THE EFFICIENCY OF DEGRADATION  
OF PESTICIDES OF SULPHONYLUREA GROUP  
BY MICROORGANISMS-DESTRUCTORS 
The most important component of destruction of herbicides in soil is their degradation by soil mi-
crobiota, which occurs due to the capability of microorganisms to adapt their enzymatic systems to spe-
cific substrates and to transform them. Bioaugmentation is one of the most ecological and economical 
methods of remediation of natural objects. However, the use of this way provides the need to receive a 
comprehensive information about migration, cumulation and transformations of pesticides in the envi-
ronment (about dynamics) and also about factors, which increase the efficiency of focused application 
of bacteria-destructors (immobilization, introduction of additional substrates). 
This research is focused on the study of the influence of different factors on the efficiency of deg-
radation of pesticides of sulphonylurea group in soil. The results show that intensification of process of 
degradation of remaining amounts of tribenuron-methyl and metsulfuron-methyl in soil and liquid me-
dium can be achieved by the exposure of bacteria-destructors to optimal conditions during cultivation 
as well as by the use of immobilized cells of microorganisms. 
Key words: pesticides, immobilization, bacteria-destructors, tribenuron-methyl, metsulfuron-
methyl, chromato-mass-spectrometry. 
Введение. Определяющую роль в получении 
стабильных и высоких урожаев играют, как пра-
вило, гербициды (30−40% сохраненного урожая). 
Среднегодовая пестицидная нагрузка на сельско-
хозяйственные земли Республики Беларусь,  
выраженная в количестве действующего веще-
ства пестицидов, составляет 0,6−1,0 кг д. в./га [1].  
В настоящее время для защиты сельскохозяй-
ственных культур от сорных растений исполь-
зуются гербициды четвертого поколения, дей-
ствующим веществом которых являются про-
изводные сульфонилмочевины [2, 3]. Масшта-
бы применения указанных ксенобиотиков на 
сельскохозяйственных площадях нашей рес-
публики к настоящему времени достигли, на-
пример, на посевах кукурузы 80% от общего 
количества всех применяемых гербицидов.  
В сельском хозяйстве Республики Беларусь 
гербициды из этой группы представлены 15 д. в., 
на основе которых разрешено к применению  
45 препаратов пестицидов группы сульфонил-
мочевины (ПГС) [4]. Однако, несмотря на низ-
кие нормы расхода (от 2 до 70 г/га), появи- 
лись данные о том, что применение указанных 
278 ISSN 1683-0377. Òðóäû ÁÃÒÓ. 2015. № 4. Õèìèÿ, òåõíîëîãèÿ îðãàíè÷åñêèõ âåùåñòâ è áèîòåõíîëîãèÿ 
пестицидов оказывает негативное влияние на 
агрофитоцитозы и их основные компоненты: 
сельскохозяйственную почву, растительный 
покров, наземную и почвенную биоту, водные 
объекты [5]. Длительное использование ука-
занных пестицидов сопровождается такими 
нежелательными явлениями, как повреждение 
чувствительных культур, временная депрессия 
биологической активности почвы, появление 
устойчивых биотипов сорняков и др. Наряду  
с остатками пестицидов, в почве обнаружива-
ются и их достаточно персистентные метаболи-
ты, что дополняет перечень эколого-токсиколо-
гических проблем, связанных с использованием 
ядохимикатов [6]. Одним из перспективных 
направлений экологической биотехнологии яв-
ляется интродукция активных микроорганиз-
мов-деструкторов ксенобиотиков в почвы, за-
грязненные пестицидами. При этом необходи-
мо получение всесторонней информации о ми-
грации, кумуляции и превращениях пестицидов 
в природных средах (динамике), а также факто-
рах, повышающих эффективность целенаправ-
ленного применения бактерий-деструкторов 
(иммобилизация, внесение дополнительных суб-
стратов). Результатом применения микробных 
препаратов для решения обозначенных про-
блем является, в первую очередь, сокращение 
потерь урожая сельскохозяйственных культур 
вследствие фитотоксического последействия 
остатков гербицидов в севооборотах, а также 
предотвращение включения пестицидов в раз-
личные миграционные цепи. В связи с вышеиз-
ложенным, целью нашей работы являлся под-
бор оптимальных условий культивирования 
бактерий-деструкторов, увеличивающих эффек-
тивность деградации ПГС, а также изучение 
возможности применения иммобилизованных 
микроорганизмов для ремедиации загрязнен-
ных почв.  
Основная часть. В настоящее время на ка-
федре биотехнологии и биоэкологии БГТУ со-
здана коллекция почвенных бактерий-деструкто-
ров метсульфурон-метила (МСМ) и трибенурон-
метила (ТУМ), которая включает 6 штаммов 
бактерий-деструкторов МСМ и 5 штаммов-
деструкторов ТУМ [7]. На первом этапе иссле-
довательской работы были определены опти-
мальные условия культивирования бактерий 
Т5, Т6 и М1, которые являются деструкторами 
ТУМ и МСМ соответственно. Критерием отбо-
ра являлась удельная скорость роста культуры, 
при использовании соответствующих пестици-
дов в качестве единственного источника угле-
рода. В ходе эксперимента варьировались  
следующие факторы: температура, степень аэра-
ции, концентрация пестицида. Влияние герби-
цида на рост чистых культур микроорганизмов 
изучали путем их посева на плотную глюкозо-
солевую среду ММ9 с различными концент-
рациями гербицидов: 0,10, 0,05 и 0,01%.  
Результаты, полученные после инкубирования 
посевов при 30°С в течение 48 ч, показали, что 
присутствие в среде гербицидов в концентра-
ции 0,10 и 0,05% оказывает ингибирующее 
действие на бактерии. В связи с этим в даль-
нейших исследованиях использовали питатель-
ные среды, содержащие 0,01% ТУМ и МСМ. 
Отношение микроорганизмов к температуре 
окружающей среды устанавливали путем куль-
тивирования бактерий-деструкторов в жидкой 
среде ММ9 с соответствующими пестицидами 
(0,01% об.). Опыты проведены при следующих 
температурах: 20, 25, 30°С. По результатам 
экспериментов построены кривые роста куль-
тур и определены кинетические параметры. 
Установлено, что самую высокую удельную 
скорость роста клетки всех исследуемых бакте-
рий-деструкторов демонстрировали при 20°С. 
Данный факт объясняется тем, что данные 
культуры являются почвенными бактериями и 
были выделены из естественных источников 
(почв, загрязненных соответствующими пести-
цидами), годовая среднесуточная температура 
которых составляет 16–18°С.  
Для определения оптимальной степени 
аэрации бактерии-деструкторы культивировали 
в жидкой солевой среде ММ9 с пестицидом в 
качестве единственного источника углерода 
при следующих параметрах: температура – 
20°С, скорость оборотов качалки – 0, 50, 100 и 
200 об/мин. Концентрацию пестицидов в среде 
контролировали с помощью метода ВЭЖХ-МС. 
Для построения калибровочного графика ис-
пользовали стандартные растворы гербицидов с 
концентрацией, мг/мл: 0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 
0,20. Хроматограмма экстракта культуральной 
жидкости бактерий Т5 представлена на рис. 1. 
Наиболее высокую скорость роста клетки 
штамма Т5 (деструкторы ТУМ) демонстрирова-
ли при отсутствии аэрации, а удельная скорость 
культуры бактерий М1 (деструкторы МСМ)  
была максимальной при степени аэрации  
50 об/мин. Культивирование бактерий-деструк-
торов ТУМ в оптимальных условиях позволяет 
повысить прирост биомассы, увеличивает ско-
рость деградации указанного пестицида, снижа-
ет период адаптации клеток к ксенобиотику, при 
этом остаточное количество токсичного суб-
страта уменьшалось на (14,0 ± 1,5)% по сравне-
нию с контрольными показателями и составила 
24% от исходного (рис. 2, а).  
Концентрация МСМ в культуральной жидко-
сти бактерий М1, культивируемых при опти-
мальных параметрах, уменьшилась не так значи-
тельно, и составила 37%  от исходной (рис. 2, б). 
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Рис. 1. Хроматограмма экстртакта культуральной жидкости бактерий Т5,  
культивируемых с ТУМ в качестве единственного источника углерода  
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Кинетические кривые деградации пестицидов группы  
сульфонилмочевины бактериями-деструкторами:  
а − ТУМ; б − МСМ 
 
Эффективность деградации пестицидов зна-
чительно повышает иммобилизация клеток мик-
роорганизмов-деструкторов, а также добавление 
в среду дополнительных косубстратов [8]. 
Иммобилизованные клетки имеют ряд пре-
имуществ как перед иммобилизованными фер-
ментами, так и перед свободными клетками, 
так как обладают более высокой метаболиче-
ской активностью, устойчивостью к действию 
высоких концентраций ксенобиотиков, а также 
возможностью создания условий для автосе-
лекции штаммов, обмена генетическим матери-
алом [9]. Одним из наиболее часто практикуе-
мых является метод иммобилизации клеток  
путем их адгезии на поверхности носителя [10]. 
Сорбционный метод иммобилизации отли-
чается дешевизной, универсальностью, отсут-
ствием стрессовых воздействий на клетки и 
простотой реализации. Количество иммобили-
зованных клеток увеличивается при повыше-
нии удельной поверхности носителя, и поэтому 
для закрепления микробных клеток применяют 
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дисперсные, волокнистые, перфорированные 
материалы. При использовании микробиологи-
ческой деградации в процессах очистки почв от 
ПГСМ, наиболее часто применяют природные 
носители, такие как торф, активированный уголь 
и т. д. Данный подход исключает вторичные за-
грязнения почвы, при этом торф стимулирует 
развитие как аборигенных микроорганизмов-
деструкторов, так и интродуцированных актив-
ных культур. В целом носители могут оказывать 
как положительное, так и отрицательное влияние 
на физиологию микроорганизмов. 
В связи с этим на следующем этапе было 
проведено исследование микробной деградации 
ТУМ и оценена эффективность данного про-
цесса, осуществляемого бактериями-деструк-
торами Т5 в модельной почвенной системе как 
иммобилизованными клетками, так и свобод-
ными. В качестве носителя был выбран торф 
(м. р. «Туршовка», время отбора 03.09.2014 г., 
степень разложения 20%, Ø 0,5−1,0 мм). Лабо-
раторные испытания способа биоремедиации 
почвы, загрязненной ТУМ в модельных усло-
виях, проводили в стеклянных чашках Петри. 
Культуры микроорганизмов-деструкторов им-
мобилизованные на торфе, интродуцировали в 
почву, загрязненную ТУМ в количестве 0,01% 
в соответствии со следующей схемой: 
− почва + торф + культура; 
− почва + торф + пестицид; 
− почва + культура + пестицид; 
− почва + торф + культура + пестицид. 
Загрязненную почву компостировали в те-
чение 28 дней в условиях постоянной темпера-
туры, соответствующей оптимальной для дан-
ной культуры (20°С) и влажности 60% (от пол-
ной влагоемкости). Образцы почвы для микро-
биологических и физико-химических исследо-
ваний отбирали в день закладки опыта и в те-
чение эксперимента через 1, 7, 14, 21 и 28 сут. 
В ходе эксперимента контролировали содержа-
ние гербицида в почве, а также количество бак-
терий-деструкторов. Для экстракции ксенобио-
тика из почвы использовали хлороформ. Опре-
деление концентрации гербицидов в образцах 
почвы проводили методом ВЭЖХ-МС. Общую 
численность микроорганизмов в ходе экспери-
мента определяли чашечным методом Коха. 
Результаты эксперимента представлены на 
рис. 3. Изучение процесса деградации ТУМ 
(внесенное количество 1 мг/г сухой почвы)  
в модельном эксперименте со стерильной поч-
вой показало, что концентрация ТУМ в тече-
ние 28 дней практически не изменялась, что 
указывает на отсутствие химического взаимо-
действия этого соединения с компонентами 
почвы. Деградация ТУМ в почве, содержащей 
иммобилизованные интродуцированные клетки 
бактерий-деструкторов, заметна уже на 7-е сутки. 
ТУМ в почве разлагается достаточно быстро, 
через 14 дней его остаточное количество состав-
ляло 15%, а через месяц он присутствовал в сле-
довых количествах (0,3%). В процессе биодегра-
дации ТУМ в почве обнаруживались такие про-
межуточные продукты, как сахарин и 2-гидрокси-
4-метил-6-диметиламино-1,3,5-триазин, но они 
довольно быстро подвергались дальнейшей 
трансформации. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Динамика деградации ТУМ свободными и иммобилизованными  
бактериями-деструкторами Т5 в модельно-загрязненной почве 
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Активность бактерий-деструкторов, интро-
дуцированных в почву без предварительной 
иммобилизации, была намного ниже. Адапта-
ционный период бактерий составил порядка 14 
дней, разложение ТУМ шло достаточно мед-
ленно и через месяц составляло 39% от исход-
ного, дальнейшего разложения ксенобиотика не 
происходило. 
Помимо анализа изменения концентрации 
ТУМ в образцах почвы исследовали также 
развитие интродуцированной культуры. Вели-
чина КОЕ на 1 г сухой почвы в начале экспе-
римента с иммобилизованными клетками со-
ставила 6,1 · 107 кл/г. Анализ роста интродуци-
рованной культуры показал, что после первых 
семи суток экспозиции численность КОЕ сни-
зилась на порядок, а затем монотонно повы-
шалась и была максимальной на 14-е сутки 
эксперимента. Затем наблюдали снижение 
этого показателя, вследствие истощения в сре-
де основного источника питания. 
Сравнительный анализ количества клеток в 
модельных почвенных системах с ТУМ и в мо-
дельной почвенной системе без ТУМ показал, 
что максимальная концентрация бактерий 
штамма деструктора в почве с ТУМ выше мак-
симальной концентрации указанных микроор-
ганизмов в почве в отсутствие гербицида. Это 
свидетельствует о том, что ТУМ не оказывает 
ингибирующего действия на рост клеток бакте-
рий-деструкторов, а наоборот, является росто-
вым субстратом. 
Заключение. Таким образом, установлено, 
что иммобилизованные на торфе клетки штам-
ма Т5 способны осуществлять полную деграда-
цию ТУМ в модельно-загрязненной почве с 
высокой эффективностью, что обеспечивает 
возможность использования указанных бакте-
рий в технологиях биоремедиации почв, за-
грязненных данным гербицидом.  
В работе также экспериментально опреде-
лены оптимальные условия культивирования 
бактерий деструкторов ТУМ и МСМ (опреде-
лены следующие параметры: степень аэрации, 
температура, начальная концентрация гербици-
да, состав питательной среды). 
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